
■背景资料
肝 缺 血 再 灌
注 ( i s c h e m i a /
reperfusion, I/R)
损伤是术后肝功
能异常及多器官
功能衰竭的重要
原因 ,  也是影响
手术成功率和患
者存活率的重要
因素. 因此, 探讨
肝I/R损伤的发病
机制、寻找预防
和治疗肝I/R损伤
新方案已成为目
前的研究热点.
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Abstract
AIM: To investigate the effect of N-acetylserotonin 
(NAS) on hepatocyte apoptosis after liver ischemia-
reperfusion (I/R) injury in rats. 

METHODS: Adult male SD rats weighting 
200-250 g were used. The afferent vessels 
of the left and median lobes were occluded 
by a microvascular bulldog clamp and then 
reperfused after 60 min with or without NAS. 
The morphologic changes and hepatocyte 
apoptosis were evaluated by hematoxylin-
eosin (HE) staining and TUNEL (terminal 
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end 
labeling) staining, respectively. The expression 
of Bcl-2, Bax and activated Caspase3 was 
evaluated by immunohistochemistry. 

RESULTS: The hepatocytes exhibited marked 
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■研发前沿
氧自由基在肝I/R
损伤的发生、发
展中起重要作用, 
寻找有效的自由
基清除剂对其防
治具有重要意义. 
N -乙酰-5-羟色胺
(N-acetylserotonin, 
NAS)是一种强自
由基清除剂, 但其
对大鼠肝I/R损伤
是否具有保护作
用尚未见报道.

ballooning hydropic degeneration and focal 
necrosis in the I/R group. NAS pretreatment 
rescued the morphological damage. Compared 
with the sham operation group, the expression 
of cleaved Caspase3, Bcl-2 and Bax in the liver 
tissue was increased, and the ratio of Bcl-2/
Bax was decreased in the I/R group (P < 0.01). 
The apoptosis index (AI) and expression of 
cleaved Caspase3 and Bax were decreased in 
the NAS intervention group compared with 
the I/R group (P < 0.01), and the expression of 
Bcl-2 and Bcl-2/Bax ratio were increased (P < 
0.01). 

CONCLUSION: NAS could attenuate hepatocyte 
apoptosis after liver I/R injury via mechanisms 
possibly associated with induction of Bcl-2 
protein expression and inhibition of Bax protein 
expression in hepatocytes. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨N-乙酰-5-羟色胺(N-acetylserotonin, 
NAS)对肝缺血再灌注(ischemia-reperfusion, 
I/R)损伤后细胞凋亡的作用. 

方法: ♂成年未经产SD大鼠, 随机分为假手
术(Sham)组、I/R组和I/R+NAS组. 采用夹
闭至肝中叶和左叶肝蒂的分支的方法制作
肝I/R模型, 冰冻切片, HE染色检测肝细胞
形态; RT-PCR和免疫组织化学染色观察激
活型Caspase3、Bcl-2和Bax的表达; TUNEL
法检测细胞凋亡并计算肝细胞凋亡指数
(apoptosis index, AI). 

结果: (1)HE染色显示, I/R组肝细胞出现明显
的水样变性和局灶性坏死, NAS可减轻I/R损
伤所引起的肝组织结构的破坏; (2)与Sham
组相比, I/R损伤后AI、激活型Caspase3、
B c l-2和B a x的表达升高, B c l-2/B a x降低
(P <0.01), NAS干预可使AI降低(P <0.01), 
Caspase3和Bax的表达降低, Bcl-2的表达及

Bcl-2/Bax显著升高(P <0.01). 

结论: NAS可通过提高Bcl-2、降低Bax的表
达, 抑制Caspase3的激活, 减轻肝I/R损伤所
致的肝细胞凋亡. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 本研究发现, N -乙酰-5-羟色胺(N -
a c e t y l s e r o t o n i n, N A S)可抑制缺血再灌注
(ischemia-reperfusion)损伤诱导的肝细胞凋亡, 
且NAS的这一作用与调节Bcl-2/Bax比值、抑制
Caspase3的活化有关.
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0  引言

肝缺血再灌注(ischemia-reperfusion, I/R)损伤

是指各种原因导致肝血流中断和不足使肝缺

血一段时间, 在重新恢复血液灌注后肝脏功能

不仅得不到恢复, 反而进一步加重的现象, 是
术后肝功能异常、原发性移植肝无功能、多

器官功能衰竭的重要原因, 也是影响手术成

功率、患者近期存活率和远期存活率的重要

因素[1]. 因此, 探讨肝I/R损伤的发病机制、寻

找预防和治疗肝I/R损伤新方案已成为目前的

研究热点. N -乙酰-5-羟色胺(N -acetylserotonin, 
NAS)是一种强自由基清除剂和抗氧化剂. 已
有研究[2-6]显示, NAS可减轻苦味酸-铁、H2O2

诱导的多种细胞的氧化损伤, 但其对大鼠肝I/R
损伤是否具有保护作用尚未见报道. 本研究采

用肝I/R损伤的动物模型, 观察NAS对肝I/R损
伤后肝细胞凋亡的影响, 并通过检查凋亡相关

蛋白Bcl-2和Bax蛋白的表达, 探讨其可能的作

用机制, 为肝I/R损伤的防治提供新的靶点, 也
为NAS的应用开拓新领域. 

1  材料和方法

1.1 材料 ♂成年未经产SD大鼠18只, 购自山

东鲁抗制药有限公司, 体质量200-250 g. NAS
购自Sigma公司, 激活型Caspase3抗体购自Cell 
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■相关报道
近年来的研究发
现 ,  NAS不仅是
褪黑素的前体 , 
其对铁、铜、
H2O2等诱导的肝
细胞和神经细胞
等多种细胞的脂
质过氧化反应的
保护作用比褪黑
素强 ,  而且褪黑
素对多个内脏器
官I/R损伤具有保
护作用.

Signaling, Bcl-2和Bax抗体购自Santa Cruz公司, 
TUNEL染色、链霉素抗生物素蛋白-过氧化

酶连接(SP)和DAB显色试剂盒均购自博士德

公司, TRIzol试剂购自上海生物工程有限公司, 
RevertAid™ M-MuLV逆转录酶购自Fermentas
公司, Taq DNA聚合酶购自BBI公司. 
1.2 方法
1.2.1 动物分组及肝I/R损伤动物模型的制备: 
♂成年未经产SD大鼠18只, 随机分成Sham
组、I/R组和I/R+NAS组, 每组6只. I/R损伤组

大鼠术前晚禁食, 自由饮水. 用1%戊巴比妥钠

40 mg/kg腹腔注射麻醉, 上腹部正中切口, 无
创血管夹至肝左、中叶肝蒂的分支, 制备肝

脏I/R损伤模型[7,8]. 夹闭后肝的颜色由红色变

为暗紫红色, 表明模型制作成功. 60 min后去

除血管夹复流形成再灌注, 6 h处死大鼠, 切取

肝组织, 分两部分: 一部分用冰生理盐水洗去

血迹后, 快速置入冻存管, 于液氮罐冻存, 用
于RT-PCR检测; 另一部分肝组织经4 g/L多聚

甲醛固定过夜, 30%蔗糖沉糖过夜, 冰冻切片

(厚10 μm), 用于HE染色、免疫荧光组织化学

及TUNEL染色. NAS组在造模前30 min腹腔

注射10 mg/kg NAS, 然后处理同I/R损伤组. 
Sham组仅行麻醉开腹分离肝蒂, 但不阻断肝

血流. 
1.2.2 病理组织学检查: 常规HE染色, 光镜下观

察肝的组织学变化. 
1.2.3 免疫组织化学染色: 采用SP法行Caspase3
(1∶200)、Bcl-2(1∶200)、Bax(1∶200)免疫

组织化学染色, 以PBS代替一抗做阴性对照, 光
学显微镜下观察、摄片. 
1.2.4 TUNEL染色: 按照试剂盒的说明步骤, 不
同实验组的切片分别经4%多聚甲醛后固定、

3%H2O2封闭、DIG-dUDP孵育、1∶100的抗

地高辛抗体孵育、D A B呈色、梯度乙醇脱

水、二甲苯透明、中性树胶封片. 以PBS代替

一抗做阴性对照, 光学显微镜下观察、摄片. 
每组观察3张切片, 每张切片选择细胞丰富的

区域观察10个400倍视野, 计数凋亡的肝细胞

数及肝细胞总数, 根据以下公式计算凋亡指数

(apoptosis index, AI), AI = (凋亡细胞数/总细胞

数)×100%. 
1.2.5 RT-PCR检测: 按RNA提取试剂盒说明

提取总RNA, 用UV-1206紫外分光光度计测

定其260 n m和280 n m紫外线吸光度值, 计

算其含量, 10 g/L琼脂糖凝胶电泳检测RNA
的完整性 .  保存于 - 8 0  ℃冰箱备用 .  根据

Bcl-2、Bax和GAPDH的mRNA序列, 利用

P r i m e r5引物设计软件 ,  设引物序列 ,  由上

海生物工程有限公司合成. B c l-2 上游引物: 
5'-CGGGAGAACAGGGTATGA-3', 下游引

物: 5'-CAGGCTGGAAGGAGAAGAT-3', 
目标片段长149 bp; Bax上游引物: 5'-GGCG
ATGAACTGGACAAC-3', 下游引物: 5'-TCC
CGAAGTAGGAAAGGAG-3', 目标片段长

301 bp. GAPDH上游引物: 5'-CTCATGACC
ACAGTCCATGC-3', 下游引物: 5'-TTCAGC
TCTGGGATGACCTT-3', 目标片段长451 bp. 
按Revertard™ H Minus First Strand cDNA 
Synthesis Kit的说明合成cDNA的第一链. 再分

别进行Bcl-2和Bax的PCR扩增, Bcl-2和Bax分
别与内参照GAPDH在同一个体系内进行扩增

反应. 20 g/L琼脂糖凝胶(含溴乙锭0.5 μg/mL)
电泳, G D S8000琼脂成像分析系统和G r a b-
IT2.9软件分析电泳带, 计算目的基因与内参

照(β-actin)扩增带灰度值之比, 即得目的基因

mRNA的相对表达量. 
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 

采用SPSS17.0统计软件对结果进行分析, 先进

行方差齐性检验, 两样本间均数比较采用t检验

或秩和检验, 检验水准α = 0.05. P <0.05为差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 NAS对肝细胞形态的影响 I/R组肝小叶结

构紊乱, 肝细胞明显肿胀, 呈水样变性, 有局灶

性坏死; 伴有嗜酸小体和炎细胞浸润, 以汇管

区和坏死灶周围为重; 中央静脉及肝窦淤血扩

张. NAS组肝组织损伤明显减轻, 肝小叶结构

基本正常, 近中央静脉部分肝细胞浊肿变性, 
无肝细胞坏死(图1). 
2.2 NAS对肝细胞凋亡的影响 TUNEL染色阳

性细胞的表现为细胞核呈棕黄色, 阳性细胞

体积较小, 形态不规则. Sham组偶见TUNEL
阳性细胞, AI为1.08%±0.06%; I/R组在汇管区

周围可见大量呈TUNEL阳性的肝细胞, AI为
22.81%±4.15%; NAS组阳性细胞的数量较IR
组减少, AI为11.37%±1.03%(图2). 
2.3 NAS对肝细胞中Caspase3的影响 免疫组

织化学染色结果显示, 激活型Caspase3免疫
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■创新盘点
本文观察了NAS
对肝 I / R损伤后
肝细胞的凋亡
及Bcl-2、Bax和
Caspase3等凋亡
相关蛋白表达的
影响, 探讨了NAS
对肝I/R损伤的保
护作用及其机制, 
为NAS在肝脏疾
病中的应用提供
了实验依据.

阳性产物位于肝细胞浆和胞核. Sham组偶见

Caspase3阳性的肝细胞; I/R组肝小叶的汇管区

可见大量的阳性肝细胞; NAS干预后Caspase3
阳性细胞的数量减少(图3). 

2.4 NAS对肝组织中Bcl-2/Bax的影响 免疫组

织化学染色显示, Bcl-2和Bax免疫反应阳性细

胞主要位于肝细胞核和细胞浆. Sham组可见

少量Bcl-2和Bax阳性细胞, 阳性细胞的数量在

A B

C

图  1  NAS能减轻I/R损伤所引起的肝细胞的形态改变(400×). A: Sham组; B: I/R组; C: I/R+NAS组. Sham: 假手术; I/R: 
缺血再灌注; NAS: N-乙酰-5-羟色胺.
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C
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图  2  NAS干预前后TUNEL阳性细胞数量的变化. A: Sham组的TUNEL染色(200×); B: I/R组的TUNEL染色(200×); C: 
I/R+NAS组的TUNEL染色(200×); D: 3组的AI. aP<0.05 vs  Sham组; dP<0.01 vs  I/R组. Sham: 假手术; I/R: 缺血再灌注; 
NAS: N-乙酰-5-羟色胺; AI: 凋亡指数.
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■应用要点
本研究发现NAS
可 通 过 提 高
Bcl-2、降低Bax
的表达 ,  减轻肝
I/R损伤所致的肝
细胞凋亡 .  为肝
I/R损伤的防治提
供新的靶点 ,  也
为NAS的应用开
拓新领域.

I/R组增多, NAS干预后, Bcl-2阳性细胞数较

I/R组升高、Bax降低(图4). RT-PCR检测显示, 
Bcl-2和Bax mRNA水平的变化与免疫组织化

学检测的结果相似, 并且I/R组的Bcl-2/Bax的
比值高于对照组(P <0.01), 而低于I/R+NAS组
(P <0.01)(图5). 

3  讨论

I/R损伤是肝移植、部分肝切除及休克的复苏

等过程中常见的病理过程, 其损伤的程度影响

术后肝功能的恢复和肝脏的存活, 与疾病预后

直接相关. 肝I/R损伤的机制复杂, 目前尚未完

全清楚. 近年来的研究[9-14]表明, 细胞凋亡参与

了心、肝、肺、肾、脑、胃及肠等多个脏器

的I/R损伤的病理过程, 干预细胞凋亡可减轻这

些脏器的I/R损伤. 因此, 探讨影响细胞凋亡的

因素, 对于寻找缓解肝I/R损伤的措施具有重要

意义. 
有研究[14]表明, 线粒体参与了肝I/R损伤

的细胞凋亡. 在I/R损伤中, 线粒体呼吸链通过

“渗透机制”产生氧自由基, 氧自由基又可损

伤线粒体膜, 使MPT孔开放, 线粒体通透性增

加、线粒体钙超载、细胞色素C(cytochrome c, 
Cytc)等线粒体促凋亡因子释放. 因此, 线粒体

既是ROS产生的主要场所, 又是ROS作用的主

要靶点. 如果能找到有效的自由基清除剂, 将
有效减少I/R损伤. 

NAS属于吲哚类激素, 在松果体内合成

后, 在羟吲哚氧甲基转移酶的作用下生产褪黑

素[15]. 随着研究的深入, 人们发现NAS不仅是

褪黑素的前体, 还具有调节生物节律、睡眠、

血压及免疫, 改善认知、镇痛及抗氧化、抗衰

老等生物学功能[16,17]. 因此, NAS被美国食品药

品监督管理局(Food and Drug Administration, 
FDA)批准用于临床, 其疗效和安全性已被多

家实验室证实[18,19]. 近年来, NAS的抗氧化作用

已成为医学研究的热点. 
Barsacchi等[20]以维生素E的消耗量作为衡

量氧化损伤的标准, 发现褪黑素对H2O2诱导的

红细胞氧化损伤不仅无保护作用, 还可加重维

生素E的消耗, 而NAS则具有剂量依赖性的抗

氧化作用, 并发现这一作用可能与NAS的供氢

能力有关. Sadowska-Woda等[21]也证实了NAS
对beta-cyfluthrin诱导红细胞氧化损伤的保护作

用, 而Mel则无此作用. Aguiar等[22]以脑室内注

射6-羟基多巴胺制备纹状体氧化损伤的大鼠模

型, 发现NAS可改善动物的运动功能, 提高神经

功能评分, Bachurin等[23]认为NAS的这一作用

与抑制线粒体膜通透性的增高有关. 同时, 也有

研究证实了NAS对肝细胞、神经细胞、肺泡上

图  3  NAS能减轻I/R损伤所引起的Caspase3的活化(200×). A: Sham组; B: I/R组; C: I/R+NAS组. Sham: 假手术; I/R: 
缺血再灌注; NAS: N-乙酰-5-羟色胺.
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C
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■名词解释
I/R损伤: 是指组
织器官在缺血时, 
其功能不仅不能
得到恢复 ,  反而
出现功能障碍和
结构损伤的现象.

皮细胞、红细胞、淋巴细胞、视网膜上皮细

胞及睾丸上皮细胞等多种细胞氧化损伤的保

护作用[3,24-29]. Stuss等[30]证实了NAS对脂多糖诱

导脑、肾、肝等多种组织匀浆氧化损伤的保

护作用也较Mel强. 上述研究说明NAS的抗氧

化作用是非Mel依赖性的, NAS及其衍生物可

用于治疗氧化损伤引起的细胞死亡. 
根据NAS对铁、铜、H2O2诱导的脂质过

氧化反应的保护作用比褪黑素强以及褪黑素

对多个内脏器官I/R损伤具有保护作用, 本实

A B

C D

E F

图  4  NAS对肝I/R损伤后Bcl-2和Bax蛋白表达的影响(400×). A: Sham组Bcl-2表达; B: I/R组Bcl-2表达; C: I/R+NAS组
Bcl-2表达; D: Sham组Bax的表达; E: I/R组Bax的表达; F: I/R+NAS组Bax的表达. Sham: 假手术; I/R: 缺血再灌注; NAS: 

N-乙酰-5-羟色胺.
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图  5  NAS干预前后Bcl-2和Bax mRNA表达的变化. A: Bcl-2和Bax mRNA的表达; B: Bcl-2/Bax比值. 1: Sham组; 2: I/R
组; 3: I/R+NAS组. bP<0.01 vs  Sham组; dP<0.01 vs  I/R组. Sham: 假手术; I/R: 缺血再灌注; NAS: N-乙酰-5-羟色胺.
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验室前期的研究也证实了NAS可抑制H2O2诱

导后HepG2细胞中Caspase3的活化、线粒体

膜势能的下降和Cytc等促凋亡因子的释放等

结果[6], 可以推测NAS可减轻大鼠肝I/R损伤

后的细胞凋亡. 为验证这一作用, 本课题采用

夹闭肝蒂60 min、再灌注6 h制备肝I/R损伤

模型, HE染色和TUNEL染色观察肝细胞的形

态和凋亡的变化, 结果发现NAS可减轻I/R损

伤所引起的肝组织的结构的破坏、降低肝细

胞的AI, 提示NAS可减轻I/R损伤后的肝细胞

凋亡. 
细胞凋亡是一个由一系列基因控制的

细胞主动死亡过程, 在众多的凋亡调节基因

中, 原癌基因Bcl-2蛋白家族的作用倍受关注. 
Bcl-2蛋白家族是线粒体途径细胞凋亡的主要

调控因子, 可通过改变线粒体的通透性, 调节

Cytc等线粒体促凋亡因子释放. Bcl-2蛋白家

族包括抑制和促进凋亡的两类功能相反的蛋

白质, 其中Bcl-2是最主要的凋亡抑制基因、

B a x 是最主要的凋亡促进基因, 二者的比例

是决定细胞是否发生凋亡的重要因素 [31]. 本
研究结果显示, 与I/R组相比, NAS干预组AI
降低(P <0.01), 激活型Caspase3和Bax的表达

降低, Bcl-2的表达升高, Bcl-2/Bax比值升高

(P <0.01). 提示NAS可抑制肝I/R损伤后肝细胞

凋亡的发生, 且NAS的保肝作用与调节Bcl-2/
Bax比值有关. 
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